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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
acuoso de Schinus molle (molle) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 mediante la
determinacion de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida
(CMB). Fue una investigacion experimental con disefio de estimulo creciente. El efectoantibacterano
fue evaluado mediante el método estandarizado de microdilucion. EI extracto acuoso se obtuvo por
el método de ebullicion. La cepa bacteriana fue adquirina liofilizada y fue reactivada en caldo
Mueller-Hinton. Las hojas de S. molle (molle) fueron recolectadas del campus de la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo e identificada en el Herbarium Piurense de la Universidad Nacional de
Piura. Se evaluaron 10 concentraciones porcentuales del extracto acuoso de S. molle (molle), un
control negativo solucion salina fisiologica estéril (SSFE) y un control positivo penicilina 10 Ul. Se
realizaron 10 repeticiones de los ensayos. A los datos obtenidos se les realizé anélisis de varianza
(ANOVA) Yy la prueba de Duncan mediante el paquete estadistico SPSS v.22. La CIM se obtuvo al
40% y la CMB al 60% del extracto acuoso S. molle (molle). Hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos (p<0,05).
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to evaluate the in vitro antibacterial effect of the
aqueous extract of Schinus molle (molle) on Staphylococcus aureus ATCC 25923 by determining the
minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (CMB). It was
an experimental research with increasing stimulus design. The antibacterial effect was evaluated
using the standardized microdilution method. The aqueous extract was obtained by the boiling
method. The bacterial strain was acquired lyophilized and reactivated in Mueller-Hinton broth. The
leaves of S. molle (molle) were collected from the campus of the Pedro Ruiz Gallo National
University and identified in the Herbarium Piurense of the National University of Piura. Ten
percentage concentrations of the aqueous extract of S. molle (molle), a negative control sterile
physiological saline solution (SSFE) and a positive control penicillin 10 1U were evaluated. Ten
repetitions of the tests were performed. The data obtained were analyzed by variance analysis
(ANOVA) and the Duncan test using the statistical package SPSS v.22. The MIC was obtained at
40% and the CMB at 60% of the aqueous extract S. molle (molle). There wasa statistically significant
difference between treatments (p <0.05).
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INTRODUCCION

El género Staphylococcus lo integran bacterias en forma de coco, grampositivas. Su proceso
de division celular se da de tal modo que se disponen formando racimos.! Poseen amplia
distribucion en la naturaleza y no todos son patdgenos humanos, pudiendo también ser
encontrados en otros animales, alimentos y objetos inanimados.? En el hombre, estos
microorganismos se establecen principalmente en la piel y sus manifestaciones clinicas se
revelan con mayor o menor intensidad de acuerdo con la localizacion primaria o secundaria de
la infeccion.® En pacientes hospitalizados, recién nacidos, mayores o inmunolégicamente
comprometidos con tratamientos de quimioterapia y radioterapia, esas manifestaciones tienden
a ser de mayor importancia y, recientemente, una manifestacion clinica clasificada como

mucositis estafilocdcica ha emergido entre esos pacientes.*

Staphylococcus aureus es una bacteria Grampositiva, en forma de coco, § hemolitico en agar
sangre, catalasa y coagulasa positivo, caracteristica fenotipica que le permite diferenciarse del
resto de estafilococos coagulasa negativos.® S. aureus, es un patégeno frecuente en humanos,
causando una amplia gama de sindromes desde infecciones leves de piel y tejidos blandos hasta
infecciones de rapido progreso que ponen enriesgo la vida del paciente como la neumonia
necrotizante, sepsis severa y fascitis necrotizante.® La especie mas representativa en la cavidad
bucal esel S. aureus, su presencia como un componente de la flora oral es controversial y puede
estar asociada ainfecciones endodonticas, periodontales, periapicales e infecciones supurativas

de las glandulas salivares, debajo de protesis y en pacientes inmuno-comprometidos.’

S. aureus se ha aislado principalmente de saliva, y de la biopelicula supray subgingival.® Cerca
del 20 al 30% de los individuos sanos son portadores persistentes de S. aureus lo cual significa
gue se encuentran siempre colonizados por esta bacteria y 30% son portadores intermitentes
(colonizadores transitorios).® La colonizacion aumenta significativamente el riesgo de
infecciones por considerarse un reservorio del patdgeno; las bacterias pueden introducirse en
el organismo cuando las defensas del huésped estan comprometidas.i® S. aureus, es un
microorganismo que posee caracteristicas particulares de virulencia y resistencia a los
antibidticos de uso clinico cuya diseminacion es de gran importancia en salud publica y alarma

a nivel mundial.11



Esta situacion ha propiciado que los cientificos en el mundo y especialmente los profesionales de
las ciencias de la salud investiguen otras alternativas de control de microorganismos, que tengan
los mismos beneficios que los antibidticos pero que no presentenel efecto colateral de la resistencia
microbiana ademas gque no sean agresivos con el medio ambiente. Es en este propicio momento
que se vienen realizando estudios con un sinndmero de plantas - que segun investigaciones
precedentes — se ha establecido que presentan propiedades curativas debido a los principios activos
que contienen, pero esta informacion no es reciente, nuestros antepasados creian en los beneficios
de las plantas medicinales Y lo siguen creyendo hasta la actualidad. Las plantas han sido siempre
una fuente indispensable para la obtencion de productos beneficiosos en la historia de la
humanidad.12 Las antiguas civilizaciones usaron las especies vegetales tanto para fines
alimenticios, como en medicina y cosmética.'® En ese sentido, algunos de los productos con mayor
relevancia historica son las especias aromaticas, sus esencias y fragancias figuran en escritos tan
memorables como el Génesis de la Biblia, que hace referencia de mercaderes madianitas ¢ue
comercializaban aromas, balsamo y mirra, posiblemente su peso en oro o plata; también, los
egipcios, mesopotamicos, hindues y chinos tenian vastos conocimientos sobre la extraccion y uso

de las esencias con las que fabricaban pomadas, balsamos mortuorios e infusiones.#

El Pert es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo, muchas de sus especies
vegetales pueden ser aprovechadas de forma sostenible por la industria, una clara alternativa es el
Schinus molle L., un arbol nativo con aplicaciones medicinales, y propiedades farmacoldgicas
comprobadas cientificamente le dan caracteristicas de insecticidas, antibacterianas y antifingicas.®
En la actualidad, se ha revalorado el campo de aplicacién de las plantas y especias aromaticas, en
farmacologia y biotecnologia; la investigacion cientifica le abre un nuevo espacio a los extractos
totales y sus componentes, evaluando su efecto antimicrobiano, por medio de ensayos in vitroy
evaluaciones entejidos vivos 0 en microorganismos. Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar
el efecto in vitro de diez concentraciones porcentuales del extracto acuoso de Schinusmolle (molle)
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 mediante la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CIM) y la concentracion minima bactericida (CMB) y de esta manera proponer una

alternativa de control alternativo de microorganismos con el uso e la fitoterapia.



MATERIAL Y METODOS

Material de estudio

Las hojas de Schinus molle L. (molle) fueron recolectadas de arboles ubicados en el campus
de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo ubicado en la localidad de Lambayeque, Peru.
durante el periodo comprendido entre Julio y Diciembre del 2017. Las hojas colectadas
fueron trasladadas al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Sefior de Sipan en
Chiclayo para su clasificacién y proecesamiento. La cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923 fue adquirida liofilisada a la empresa Gen Lab del Per( S.A.C. durante el afio 2017 y
fue proporcionada para el presente estudio por la coordinacion de Laboratorios de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Sefior de Sipan.

Coleccion y procesamiento del material vegetal

Se recolectaron ramas con hojas de los arboles de Schinus mollis (molle) ubicadas en las
areas verdes de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo en Lambayeque. Se procuré que
las hojas seleccionadas se encuentren en buen estado y no presenten caracteristicas de ataque
por fitopatdgenos o artrépodos. Ademas no deben tener signos de clorosis y desecamiento.
Las ramas fueron trasladadas al laboratorio de Microbiologia de la Universidad Sefior de
Sipadn en bolsas de Papel preparadas previamente. En el laboratorio las hojas fueron
individualizadas y separadas de las ramas. Luego fueron lavadas y desinfectadas con alcohol
al 70% vy secadas a temperatura ambiente. Después del cual fueron colocadas en una estufa

marca Binder a 50 °C durante 48 horas, después del cual se obtuvo el material vegetal seco.
Preparacion del extracto acuoso de Schinus molle L.(molle)

Luego de obtenido el material seco de Schinus molle, se procedié a realizar la molienda en
mortero con pilon. El extracto acuoso fue obtenido por el método de ebullicion. Las diez
concentraciones fueron preparadas independientemente. Para ello se colocé en un vaso de
precipitados la cantidad de agua suficiente para obtener cada concentracion. El agua fue
llevada a ebullicion en una panel calefactor. Cuando el agua comenz6 a hervir se le agrego
la masa de material vegetal pesada previamente y correspondiente a cadavolumen. Se le dejo
hervir durante 2 minutos y luego el beacker fue retirado del panel. Una vez frio el extracto
se procedio arealizar tres filtrados continuado con papel de filtro Whatman N° 1y N°2. Cada
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concentracion de extracto preparado fue depositado en un recipiente de vidrio color ambar

hasta el momento de su utilizacion que fue en los siguientes 30 minutos.

Reactivacion de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y preparacion del
inéculo

La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923, fue una cepa liofilizada. Se reactivo en en
caldo Mueller-Hinton durante 24 horas a 36,5 °C en atmofera de aerobiosis alcanzadas en
una estufa marca BINDER. Después fue sembrada en viales con agar nutritivo bajo las
mismas condiciones de cultivo para su preservacion. El inoculo fue preparado siguiendo el
método descrito por Kirby-Bauer.'® A partir del cultivo puro de 24 horas de Staphylococcus
aureus en medio solido, se seleccionaron 2 colonias bien aisladas de igual morfologia vy se
prepard una suspensién en 5 mL de solucion salina fisiologica estéril. Esta suspensién
alcanz6 una turbidez comparable con la escala 0,5 del Nefelometro de Mc Farland que
corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. La turbidez adecuada fue verificada
usando un espectrofotometro marca UNICO UV-VIS modelo S-200, la absorbancia a 625
nm fue de 0,09 (el método recomienda que debe encontrarse entre 0,08 — 0,10). Dicho

inpoculo fue preparado 15 minutos antes de la realizacion de los ensayos.
Preparacion de medios de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue caldo Mueller-Hinton de la empresa MERCK. Medio de
cultivo recomendado para dicho método por el CLSI (Clinical and laboratory Standards

institute).1” Su preparacion se realizd siguiendo todas las especificaciones del fabricante. 12
Evaluacion del efecto antibacteriano

La técnica de microdilucion en caldo se emplea para medir en forma cuantitativa la actividad
in vitro de un agente antimicrobiano contra una bacteria. Para la presente evaluacion se
prepararon 4 microplacas de 96 pocillos con fondo en U, estériles. A cada columna de 8
pocillos se le agrego una concentracion de extracto a evaluar, incluido los controles. A cada
pocillo se le incorporéd 50 pL de caldo Mueller-Hinton, 50 pL de la suspension bacteriana
preparada previamente y 50 pL de la concentracion de extracto correspondiente. Las
concentraciones de extracto acuoso de Schinus molle (molle) fueron 0% (control negativo),
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% y penicilina 10 Ul (control
positivo). Después de la inoculacion la microplaca fue incubada durante 24 horas a 36,5 °C
8



en aerobiosis, después de lo cual se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) y
la concentracion minima bactericida (CMB) del extracto acuoso de Schinus molle (molle),
esta determinacion se realizando evaluando los pocillos después del proceso de incubacidn.
Se evaludé la formacion de boton o turbidez en los pocillos. En aquellos donde no se observo
crecimiento bacteriano se procedio a sembrar por dispersion en superficie de placas con agar
Mueller-Hinton segun Merck. Todo el proceso fue llevado acabo en una camara de

bioseguridad Nivel Il marca Angelantoni.
Lectura de resultados y andlisis estadistico

La minima concentracion en la cual ya no se observd desarrollo bacteriano, se determino
como la CIM y fue corroborada sembrando en superficies de placas con agar Mueller-hinton
con ayuda de una micropipeta y asa de Drigalsky. Los siguientes pocillos donde no se
observo crecimiento fueron sembrados igualmente para establecer la concentracion minima
bactericida (CMB). La medicién de los botones de crecimiento se realizd con ayuda del
software LazES 3.0 de Leica Mycrosistem. Todos los datos recolectados fueron colocados
en una ficha de recoleccion de datos disefiado para tal fin. Los datos obtenidos fueron
procesados en el paquete estadistico SPSS version 22.0 con el cual se realizd el andlisis de

varianza (ANOVA) vy las pruebas de significancia de Duncan..
RESULTADOS

Se determind que de las concentraciones de 0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% y 100% del extracto acuoso de Schinus molle (molle), la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue la de 40% y la concentracién
minima bactericida (CMB) fue 60%. Lo cual se evidencio por la ausencia de boton de
crecimiento en el pocillo correspondiente. A partir de esta concentracion y hasta la
concentracion maxima evaluada (100%) no se observd crecimiento microbiano (Figura 1).
La figura 2, muestra las microfotografias de los botones de crecimiento formados en los
pocillos de la microplaca a las concentraciones evaluadas. Se observa la formacion de boton
de crecimiento en las concentraciones de 10%, 20% y 30% del extracto acuoso de Schinus
molle (molle). La tabla 1 muestra el analisis de varianza de los promedios del didmetro del
boton de crecimiento de S. aureus alas concentraciones de 0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90% y 100% de infusion de Schinus molle (molle).
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Fuente: Base de datos de experimentacion.
Figura 1. Promedio de diametros de botdn de crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus ATCC

25923 despues de la exposicion a las concentraciones de 0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% Yy 100% de extracto acuoso de S. molle (molle).

Fuente: Fotografias en software LAZES 2.0 de Leica Mycrosistem..

Figura 2. Microfotografia del crecimiento en boton de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en los
pocillos de las microplacas después del enfrentamiento a las concentraciones de 0%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100% de extracto acuoso de Schinus molle (molie).
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Tabla 1. Anova para contrastar la igualdad de medias de diametro de botdn de crecimiento
de Staphylococcus aureus obtenidos después del enfrentamiento a las concentraciones de
0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100% de infusién de Schinus molle

"molle".

Fuente Suma de Grados Media F Valor
cuadrados de cuadratica critico para
libertad F
Interseccion 2,360 1 2,360 570,752
Concentraciones 7,044 10 , 7104 170,373 2,586
Error ,182 44 ,004
Total 9,585 55

Fuente: Base de datos de experimentacion.

DISCUSION

Cruz-Carrillo A, et al'® determind las propiedades antibacterianas de cuatro especies
vegetales, recolectadas en la ciudad de Tunja (Boyaca). Se prepararon extractos etanolicos,
a partir de las hojas secas de Bidens pilosa, Lantana camara, Schinus molle y Silybum
marianum. Su efectividad antibacteriana fue evaluada sobre Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. Los extractos mostraron actividad contra S.
aureus; la que exhibié la mejor actividad fue B. pilosa y L. camara, S. molle y S. marianum
manifestaron capacidad moderada para inhibir el crecimiento de S. aureus. Este estudio
demuestra que las plantas seleccionadas tienen actividad antibacteriana frente a S. aureus
incluida Shinus molle. Estos resultados tienen relacién con los obtenidos en el presente
estudio pues se demostrd el efecto antibacteriano del extracto acuoso de Schinus molle sobre
una cepa estandarizada de Staphylococcus aureus. Respecto al efecto moderado que obtuvo
Cruz-Carrillo pudo deberse a que el trabajé con una sepa aislada a partir de una muestra
clinica y teGricamente se sabe que una cepa aislada tiene mas desarrollado sus factores de

virulencia en comparacion a una cepa patron como la que fue ustilizada en el presente estudio.

Por su parte, Vivot E, et al.l® evalud el efecto antibacteriano de varias plantas incluidas

Schinus fasciculatus, especie vegetal del mismo género que Schinus molle. Reportando que
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todas las plantas incluidas Schinus fasciculatus presentaron actividad antibacteriana in vitro
sobre una cepa clinica de Staphylococcus aureus meticilino resistente. Lo que confirma que
las plantas del género Schinus tienen compuestos bioactivos capaces de inhibir el desarrollo
bacteriano de Staphylococcus aureus, los que las faculta para ser utilizadas como
antibacterianos. Asi mismo Torres J,%° evalud la actividad antimicrobiana de extractos
organicos de Luma chequen ‘“arrayan” frente a patdgenos bacterianos aislados de
hemocultivos y cepas controles ATCC entre las que se incluia Staphylococcus aureus ATCC
25923. Determind que el extracto etandlico presentd la mayor actividad antimicrobiana frente
a los patogenos evaluados. En cuanto a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto etanolico, los resultados mas notorios fueron frente Staphylococcus aureus con una
CMI de 3,125 mg/mL. Si bien es cierto la planta utilizada no tiene parentesco con Schinus
molle, se considera este antecedente debido a que el extracto evaluado también fue probado

sobre la misma cepa patrén del presente estudio.

Del mismo modo Mummed B, et al.2%, evaluaron la actividad antibacteriana de nueve plantas
etiopes incluido Schinus molle contra cuatro especies bacterianas entre las que se encontraba
Staphylococcus aureus. Encontrd que todas las plantas mostraron actividad antibacteriana
considerable contra al menos una de las bacterias de prueba. Pero Schinus molle no mostré
ninguna actividad inhibitoria. Estos resultados contrastan con los obtenidos en la
investigacion realizada. Esta diferencia de efectos pudo deverse al método de extraccion y
al lugar de obtencion de las plantas. Pues se sabe que influye mucho las condiciones de
cultivo de los vegetales para la produccion de metabolitos secundarios que vienen a ser los
compuesto bioactivos obtenidos en los extractos vegetales y que pueden presentar
propiedades antibacterianas. Guerra-Boone L, et al.22 Evalué la actividad antibacteriana de
los aceites de las hojas de S. molle y M. grandiflora contra Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes, que causan infecciones en la piel que potencialmente pueden
conducir a la sepsis. Encontrd que las actividades antioxidantes de todos los aceites fueron
pequefias (la mitad de los valores de concentracion maxima efectiva> 250 pg / mL). Estos
resultados difieren con los obtenidos en el presente estudio. Principalmente porque las

sustancias evaluadas son diferentes.
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CONCLUSIONES

= Las diferentes concentraciones del extracto acuoso de Schinus molle (molle) tienen efecto
antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 observado mediante la
disminucion del boton de crecimiento.

= La concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de Schinus molle (molle)
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 determinada in vitro mediante el método de
microdilucién en placa fue del 40%.

= La concentracion minima bactericida (CMB) del extracto acuoso de Schinus molle (molle)
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 determinada in vitro mediante el método de

microdilucién en placa fue del 60%.
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